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MEMORIA DESCRIPTIVA 

COMPOSICI6N VACUNAL QUE COMPRENDE I NTERLEUCIN A-1 5 (IL-15) 

5 La presente invenci6n se relaciona con ia rama de la inmunologfa y en 
particular con un nuevo uso de la IL-15, en la inmunizaci6n activa para el 
tratamiento de enfermedades relacionadas con la sobre expresidn de IL-15. 
La citocina conocida como IL-15 es una glicoprotefna de 14-15 kDa, que fue 
identificada simulteneamente por dos grupos como un factor que activa 
10 c6lulas T (Grabstein, K.H. et al, Science 1994, 264, 965) y (Burton, J.D.et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91, 4935. El ARNm de la IL-15 esta 
presente en una amplia variedad de c&lulas y tejidos, sin embargo la protefna 
es raramente encontrada en las c6lulas 0 el sobrenadante de cultivo de estas 
c6lulas que expresan el transcripto ya que existe un fuerte control post- 
15 trancripcional de su expresi6n a nivel de la traducci6n y el tr£fico intracelular 
(Bamford RN. et al, J. Immunol 1998, 160: 4418-4426), (Kurys G, et al, J Biol 
Chem 2000, 275 : 30653-30659). 

Los efectos bioldgicos de la IL-15 son mediados a trav6s de la uni6n a un 
receptor en la membrana celular compuesto por tres subunidades a,p, y y. La 

20 IL-15Ra, es una subunidad especifica para esta citocina a la cual se une con 
muy alta afinidad Kd 10" 11 , la subunidad p es compartida con la IL-2 y la 
subunidad y, es un receptor comtin para varias citocinas, IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, 
IL-15, IL-21 (Bamford RN., et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91, 4935), 
(Giri JG., et al, EMBO J. 1995, 14: 3654-3663). 

25 La IL-15 es una citocina inmunoestimuladora que promueve la proliferation y 
actividad funcional de las c6lulas T, B y NK, (Giri, J. G., EMBO J. 1994, 13, 
2822-2830), activa neutrofilos y modifica la secreci6n de monocinas (Girard 
D., 1996, Blood, 88, 3176; Alleva D.G., 1997, J. Immunol., 159, 2941). Esta 
citocina media diversos efectos en multiples estados de la respuesta inmune, 

30 induce la proliferaci6n de las celulas CD56 NK y actOa junto con la IL-12 
induciendo IFN y y TNFa (Ross ME, 1997, Blood 89, 910-918; Fehniger 
TA,1999,TransplantProc, 31, 1476-1478). 
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La uni6n del ligando al receptor de c6lulas T induce la expresi6n de IL-15Ra y 
la expresi6n de varios antfgenos de activaci6n como CD69, CD25, y TNFRII. 
La IL-15 tambten actOa como un potente quimoatrayente de celulas T 
(Wilkinson 1995, J. Exp. Med. 181, 1255-1259). Todo esto sugiere que la IL- 
5 15 expresada por c6lulas presentadoras de antfgeno pueda ser importante 
en la activacidn temprana de c6lulas T en el sitio de la inflamacion. 
La IL-15 ha sido detectada en el curso de varias enfermedades incluyendo la 
enfermedad de Crohn's (Kirman I., 1996, Am. J. Gastroenterol. 91, 1789), 
Soriasis (RQckert R. 2000, 165: 2240-2250), Leucemia (Yamada Y. 1999, 
10 Leukemia and Limphoma, 35(1-2): 37-45) y Artritis reumatoide (AR), 
(Mclnnes LB. 1998, Immunology Today, 19, 75-79). 

Feldmann y col., 1996, Annu Rv Immunol, 14 : 397-440), propusieron al TNFa 
como la citocina principal de una cascada de citocinas que incluye IL-1(3, IL-6, 
GM-CSF, y una serie quimocinas inflamatorias, como Mip 1a, Mip ip, e 

15 IL-8, que esten fntimamente relacionadas con el desarrollo y progresi6n de la 
Artritis reumatoide (AR). Mclnnes y col encontraron anormalidades en la 
expresion de la IL-15 en esta enfermedad, altas concentraciones de IL-15 en 
el fluido sinovial y la expresi6n de la citocina en c6lulas de la membrana 
sinovial. Ellos sugirieron que la IL-15 precede al TNFa en la cascada de 

20 citocinas, proponiendo un mecanismo dependiente del contacto celular en el 
cual c6lulas T activadas por IL-15 inducen la sfntesis de TNFa por 
macr6fagos. Se propone ademSs que la IL-15 actOa como un factor 
importante en la migraci6n de c6lulas T hacia el fluido sinovial. Mclnnes, 
1997, Nat Med, 3: 189-195). 

25 Ziolkowska y col informaron que la IL-15 induce la expresidn de IL-17 en la 
articulaci6n de pacientes con AR y es conocido que esta citocina estimula la 
liberation por sinoviocitos de mediadores de la inflamaci6n como IL-6, IL-8, 
GM-CSF, y prostagandina E 2 sugiriendo un papel importante a la IL-15 en la 
patog6nesis de la AR. (Ziolkowska y col 2000, J Immunol, 164: 2832-2838. 

30 El reclutamiento y activaci6n de c6lulas T sinoviales puede ocurrir como 
consecuencia de la sfntesis local de IL-15 y tal activaci6n no espectfica puede 
traer como resultado la perpetuaci6n de la inflamaci6n. Todo ello sugiere que 
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la inhibici6n de la IL-15 pueda tener un potential terap6utico en el 
tratamiento de esta enfermedad. 

El uso de moteculas antagonistas de IL-15 ha mostrado ser efectivo en 
modelos animates. Ruchatz y col generaron un fragmento soluble de la 

5 subunidad alfa del receptor murino (IL-15Ra) y demostraron que la 
administraci6n de este fragmento inhibe la artritis inducida por colSgeno en 
ratones DBA/1. (Ruchatz H. 1998, J. Immunol. 160 : 5654-5660). 
Se han patentado otras moteculas antagonistas de IL-15 que incluyen 
mutantes de esta en uno o mSs residuos de aminoScidos y anticuerpos 

10 monoclonales que se unen a la IL-15 madura e impiden la traducci6n de 
senates a trav6s del receptor. (Patentes US6001973, US61 77079, 
US6168783, US6013480). Su aplicacidn aparece en los documentos de 
patente antes menclonados, pero existen pocos estudios en la literatura que 
avalen su efectividad. En mayo del 2002 la compafifa Genmab anunci6 el 

15 estudio en fase clfnica I y II de un anticuerpo anti IL-15 patentado por 
Immunex que debe corresponder con la patente US61 77079 referida 
anteriormente, pero atin no se han publicado los resultados del estudio. 
Otros estudios han sido realizados con la protefna quinrterica MutlL15-Fc f que 
se une a c6Iulas que portan el receptor de IL-15 lo cual conduce a un ntimero 

20 reducido de c6lulas inmunes activadas por debajo de un nivel critico, 
induciendo tolerancia, por ejemplo c6Iulas T autoreactivas activadas, con una 
funci6n importante en enfermedades autoinmunes, y las c6lulas T reactivas 
del donante, con una funci6n clave en el rechazo de transplante, responden a 
IL-15 y se demostr6 que pueden ser inhibidas con la aplicaci6n de la proteina 

25 MutlL15-Fc, que actta como antagonista de la IL-15. 

Existen pocos ejemplos en la literatura de vacunas para generar anticuerpos 
contra moteculas aut6logas, tal es el caso de la vacuna contra EGF para el 
tratamiento de tumores dependientes de EGF (patente US5894018), que ha 
demostrado su eficacia en la generacibn de anticuerpos que bloquean la 

30 acci6n del EGF en ensayos clfnicos. La generaci6n de anticuerpos 
neutralizantes contra protefnas autblogas es muy compleja dado los 
mecanismos naturales de tolerancia a lo propio. 
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En la presente invencidn la inmunizacidn activa con IL-15 en una formulacidn 
adecuada para generar autoanticuerpos neutralizantes contra la IL-15, 
posibilita la neutralizacidn de cantidades anormales de esta citocina 
encontradas en pacientes con enfermedades autoinmunes y leucemias. 
5 En la presente invencidn se utiliza una IL-15 obtenida de forma recombinante 
con caracterfsticas moleculares diferentes a la citocina natural lo cual 
favorece el desarrollo de la respuesta inmune. 

En la presente invencidn se realiza una inmunizacidn activa que permite 
generar autoanticuerpos neutralizante contra IL-15 cuyos niveles son 
10 regulados mediante un esquema de inmunizaci6n. 

DESCRIPCI6N DETALLADA DE LA INVENCI6N 

La esencia y novedad de la presente invenci6n radica en una composici6n 
vacunal utilizando la IL-15, en la inmunizacidn activa para el tratamiento de 
15 enfermedades relacionadas con la sobre expresidn de IL-15. 

Esta composicidn vacunal es para su administraci6n en humanos y que 
produzca una respuesta de anticuerpos neutralizantes contra la IL-15 
aut6loga . 

La invencidn tambidn incluye la fusi6n de la IL-15 a una protefna portadora 

20 asf como cualquier formulacidn que los contenga. 

La invencidn igualmente contempla el uso de la vacuna, sola 0 en 
combinaci6n con drogas antMnflamatorias 0 antagonistas de otras citocinas. 
En otra materializacidn de la invencidn, esta comprende un vector de 
expresidn en c6lulas de mamlferos que comprende una secuencia de ADN . 

25 que codifica para la IL-15 en una formulacidn adecuada para la inmunizacidn 
activa. 

La IL-15 de la invencidn es recombinante a partir de E. coli, por lo que tiene la 
caracterfstica de no estar glicosilada como la protefna autdloga Es una 
protefna activa con una actividad especffica de 2 -5 x 10 6 u/mg en el ensayo 
30 CTLL-2. 

El gen de la IL-15 fue aislado a partir de monocitos activados con LPS, el cual 
fue clonado en un vector de expresidn en E coli y se purified a partir de esta 
fuente. La actividad bioldgica de la protefna fue determinada por inducir la 
proliferacidn de c6lulas T en el ensayo CTLL-2. 
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La protefna de fusi6n P64ML-15 fue obtenida disenando oligos que permiten 
despuSs de la amplificacidn por PCR del gen de IL-15 insertarla en un vector 
para la expresi6n en E coli que contiene el gen de la protefna p64k. La IL-15 
se fusiond a la regi6n c-terminal de la protefna portadora P64k y se purifico a 
5 partir de esta fuente. La actividad bioldgica de la protefna fue determinada 
por inducir la proliferacidn de c6lulas T en el ensayo CTLL-2. 
Para demostrar el concepto planteado en esta invenci6n se us6 como modelo 
monos macacus irus cuya IL-15 presenta un 96.4% de homologfa con la IL- 
15 humana. 

10 Los resultados mostrados en la presente invenci6n indican claramente que la 
inmunizacibn activa con IL-15 o con la protefna de fusi6n P64klL-15 generan 
una respuesta de anticuerpos especfficos para IL-15 y la presencia de 
anticuerpos neutralizantes en el suero de los animates inmunizados. 
El objeto de esta invenci6n es extensivo adem£s a una vacuna de ADN con 

15 un vector que contiene el ADN que codifica para la IL-15 humana de la 
presente invencidn y ademds su uso como alternativa en la terapia genica de 
enfermedades relacionadas con la expresibn de la IL-15. 
La vacuna descrita puede ser administrada en combinacidn con otros 
agentes antinflamatorios, inmunosupresores o antagonistas de otras citocinas 

20 usados en el tratamiento de la AR. 



Breve Descripcidn de las Figures: 
Figura 1: Estado de pureza de la IL-15 
Figura 2: Estado de pureza de la protefna de fusidn 
25 Figura 3: Evaluaci6n por ELISA de los niveles de anticuerpo anti IL-15 en los 
monos 

Figura 4: Determinacion de la presencia de anticuerpos neutralizantes de la 
IL- 15 en el suero de los monos. 

30 La presente invenci6n se explica a trav6s de los siguientes ejemplos de 
realizaci6n: 



• 
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Eiemplo 1: Obtencion de la IL-15 recombinante. 

El ADN que codifica para la IMS humana fue aislado por RT-PCR de 
monocitos activados con LPS y este gen fue clonado en un vector de 
expres!6n para E coll 

5 La IL-15 recombinante expresada en EcqH fue extrafda del peilet celular con 
urea 8M y purificada por una cromatograffa en TSK G4000SW (Merck) seguido 
por una cromatograffa en RP-C4 (J.T. Baker) en un sistema de buffer 
agua/AcN, TFA. La actividad bioldgica fue medida por estimular la 
proliferaci6n de la Ifnea CTLL-2 usando la tinci6n mitocondrial MTT (Cosman 

10 y col 1984, Nature, 312: 768-771. La actividad especifica de la IL-15 es de 2 
x10 e u/mg. (figl). 

Obtenci6n de la proteina de fusion P64k IL-15 recombinante. 
La proteina de fusion P64ML-15 fue obtenida disefiando oligos que permiten 
despu§s de la amplificaci6n por PCR del gen de IL-15 insertarla en el c- 
15 terminal de la protefna P64k en un vector para la expresibn en E coli . fig2 
La protefna se obtiene soluble despuSs de la ruptura celular en prensa 



Al sobrenadante de la ruptura se le anade Sulfate de Estreptomicina hasta 
0.8% y se mantienen por 1h a 4°C sin agitacidn, se centrffuga 15 min a 10 

20 000 rpm a 4°C. Se realizan dos pasos de precipitaci6n con Sulfate de amonio 
y el precipitado se resuspende en Tris 20 mM, EDTA 6 mM, Urea 2M, 
pefabloc 0.5 mg/mL y se purifica mediante cromatograffa de intercambio 
i6nico en TSK DEAE PW y por filtraci6n en gel en Superdex 200. 
Eiemplo 2: Modelo de evaluacion en monos macacas Irus 

25 Se realiz6 un esquema de inmunizaci6n en monos donde se evaluaron 3 
grupos, los inmunizados con IL-15, los inmunizados con la proteina de fusi6n 
y placebos. Las protelnas se suministraron en cantidades de 100 ug por 
inoculacidn en adyuvante de Freund. La primera inmunizacidn se realizb en 
adyuvante complete de Freund, al mes se realizd una segunda inmunizaci6n 

30 en adyuvante incomplete de Freund y pasados dos meses se realize una 
tercera inmunizaci6n en adyuvante incomplete de Freund. Se realizaron 
extracciones de sangre una semana despu6s de la segunda y de la tercera 
inmunizacion para evaluar el nivel de anticuerpos anti IL-15 presente en el 
suero de los monos. Estos dates se muestran en la fig 3 



francesa 
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Eiemplo 3 : Determlnacl6n de antlcuerpos neutralizantes en el suero de 
los monos. 

La Ifnea CTLL-2 dependiente de citoquinas, prolifera en presencia de IL-15. 
Moieculas que se unan a la IL-15 e impidan la traduccidn de senal a travgs de 
receptor Inhiben la proliferaci6n de esta Ifnea. 

Para evaluar la capacidad neutralizante de los anticuerpos presentes en el 
suero de los monos, se realizaron diluciones seriadas de los mismos en 
placas de cultivo de 96 pocillos (Costar, USA) en un volumen de 50 \xl de 
medio RPMI(Gibco) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (Gibco). 
Una cantidad sub-optima de IL-15 (30 pg) se afiadib a cada pocillo y luego 
se anadieron las celulas CTLL-2 previamente lavadas a 5x 10 3 c£lulas por 
pocillo. Se incub6 por 48 h a 37 °C y 5% de C0 2 . Para medir la proliferaci6n 
se us6 la tinci6n mitocondrial MTT (Cosman y col 1984, Nature, 312: 768- 
771). 

En los resultados mostrados en la Fig 4 se observa la inhibici6n que 
producen los anticuerpos en la pro!iferaci6n inducida por IL-15. 
Ventaias de la invenci6n: 

-Los niveles de anticuerpos generados son m£s estables en el tiempo que los 
administrados en una inmunizacitin pasiva. 

-La frecuencia de aplicaciones de las dosis a los pacientes es mucho menor 
que en una inmunizaci6n pasiva. 

-La cantidad de protefna por dosis y la cantidad de dosis que se requieren 
para la vacunacidn son muy inferiores que las se requieren para el 
tratamiento con mol6culas antagonistas de IL-15, lo que implica un menor 
costo de producci6n. 
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REIVINDICACIONES 

COWIPOSICION VACUNAL QUE COMPRENDE I NTE RLEUCI N A-l 5 (IL-15) 

5 1) Una composicidn vacunal caracterizada porque contiene como 
antigeno la IL-15 humana. 

2) Una composicidn vacunal segOn la reivindicacidn 1 caracterizada 
porque la IL-15 es recombinante. 

3) Una composici6n vacunal segOn las reivindicaciones 1 y 2 
10 caracterizada porque la IL-15 este fusionada a una protefna portadora. 

4) Una composici6n vacunal segun la reivindicacidn 3 caracterizada 
porque la protefna portadora es p64k. 

5) Un mdtodo para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la 
expresidn de la IL-15 caracterizado porque comprende la 

15 administraci6n de dosis terapduticas efectivas de una composici6n 

vacunal segOn las reivindicaciones de la 1 a la 5. 

6) Un mdtodo para el tratamiento de enfermedades autoinmunes como la 
AR, enfermedad de Chron y la Soriasis caracterizado porque 
comprende la administraci6n de dosis terapeuticas efectivas de una 

20 composicidn vacunal segun las reivindicaciones de la 1 a la 5. 

7) Un mdtodo para el tratamiento de leucemias relacionadas con la IL-15 
como factor de crecimiento caracterizado porque comprende la 
administracidn de dosis terapeuticas efectivas de una composicidn 
vacunal segun las reivindicaciones de la 1 a la 5. 

25 8) Un mdtodo segun las reivindicaciones de la 6 a la 8 caracterizado 
porque la composicidn vacunal se utiliza en combinaci6n con drogas 
antiinflamatorias o antagonistas de otras citocinas 

9) El uso de una composicidn vacunal segtin las reivindicaciones de la 1 
a la 5 para producir una respuesta de anticuerpos neutralizantes 

30 contra la lnterleucina-15 (IL-15) autdloga. 

10) El uso de una composici6nyacunal segtin la reivindicacidn 10 para el 
tratamiento de enfermedades autoinmunes como la AR, enfermedad 
de Chron y la Soriasis. 
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11) EI uso de una composici6n vacunal segtin la reivindicaci6n 10 para el 
tratamiento de leucemias relacionadas con la IL-15 como factor de 
crecimiento. 

12) El uso de una secuencia de ADN que codifica para la IL-15 humana 
5 como vacuna de ADN para el tratamiento de enfermedades 

relacionadas con la expresidn de la IL-15. 



10 
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